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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE BIOFILMES ATIVOS
COM EXTRATO DE BAGACO DE OLIVA

AUTORA: Alice de Carvalho Dalfolo
ORIENTADORA: Claudia Severo da Rosa

Os compostos bioativos tém sido reconhecidos por suas propriedades antimicrobiana e
antioxidante, ganhando destaque na industria de alimentos para ser utilizado como aditivo
natural. Neste sentido, a incorporacdo de compostos bioativos em filmes comestiveis é uma
alternativa, permitindo a obtencdo de embalagens ativas que auxiliam na conservacdo de
alimentos. O objetivo do trabalho foi extrair compostos bioativos do bagago de oliva por dois
métodos (convencional e ultrassom) e aplicar o melhor extrato de cada método no
desenvolvimento de um biofilme. Para isso, foi aplicado um planejamento fatorial de 22 com
triplicata no ponto central para otimizar a concentracdo alcodlica e o tempo de extracdo dos
dois métodos. Foram realizadas analises de fendlicos pelo método de Folin nos extratos e
filmes e atividade antioxidante pelo método de DPPH nos filmes e caracterizagdo dos
biofilmes. Os filmes foram elaborados com quitosana e gelatina (50/50v) sendo eles (controle,
extracdo convencional com 5% de extrato (FEC 60%) e extracdo por ultrassom com 5% de
extrato (FEU 80%)). O extrato otimizado pelo método convencional foi com extragdo
alcoolica a 60% e apresentou (462,91mg/g de amostra seca) de fendlicos e o outro foi o
método de ultrassom com extracdo alcodlica a 80% com (524,00mg/g de amostra seca). Os
filmes apresentaram, controle (115,01mg/g amostra seca), o0 método convencional com
extracdo alcodlica a 60% (146,25mg/g amostra seca) e 0 método de ultrassom com extracao
alcoolica de 80% (179,58 mg/g de amostra seca) de fenolicos, a atividade antioxidante foi de
2,83%, 64,16% e 78,45%, respectivamente nos filmes. Além disso, os filmes obtidos foram
avaliados quanto a analise de propriedades mecanicas, angulo de contato, permeabilidade ao
vapor de agua, solubilidade, cor, espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), opacidade e biodegradabilidade. Verificou-se que os filmes contendo a
incorporacdo do extrato de bagaco de oliva ndo tiveram interferéncia na sua espessura. A
opacidade dos biofilmes ativos foi superior ao do controle devido ao angulo de contato maior
que 65°, para todos os filmes, apresentaram caracteristicas hidrofobicas. Os biofilmes ativos
demonstraram que a incorporacdo do extrato aumentou consideravelmente as propriedades
bioativas e antioxidantes. Dessa forma, foram elaborados biofilmes ativos com bagago de
oliva, que podem ser usados na conservacdo de alimentos, demonstrando ser uma pesquisa
promissora para area.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Angulo de contato. Residuo agro-industrial. Bagaco
de azeitona. FTIR.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF ACTIVE BIOFILMS
WITH OLIVE BASKET EXTRACT

AUTHOR: Alice de Carvalho Dalfolo
ADVISOR: Claudia Severo da Rosa

Bioactive compounds have been recognized for their antimicrobial and antioxidant properties,
gaining prominence in the food industry to be used as a natural aditive. In this sense, the
incorporation of bioactive compounds in edible films in a alternative, allowing the
achievement of active packaging that helps in food conservation. The objective on this work
was to extract boactive compound from olive pomace by two methods (conventional and
ultrasound) and aplly the best extract of each method in the development of a biofilm. For
this, a factorial design of 22 was apllied whit triplicate at the central point to optimize the
alcohol concentration and the extraction time of the two methods. Phenolic analyzes were
performed by the Folin method in the extracts and films and atioxidant activity by the DPPH
method in the films and characterization of biofilms. The films were prepared with chitosan
and gelatin (50/50v) and they were (control, conventional extraction with 5% extract (FEC
60%) and ultrasonic extraction with 5% extract (FEU 80%). The extract optimized by the
conventional method was with 60% alcoholic extraction and presented (462.91mg/g of dry
sample) of phenolics and the other was the ultrasound method with 80% alcoholic extraction
with (524.00mg/g of sample dry). The films presented, control (115.01 mg/g dry sample), the
conventional method whit 60% alcoholic extraction (146.25 mg/g dry sample) and the
ultrasound method with 80% alcoholic extraction (179.58 mg/g of dry sample) of phenolics,
the antioxidant activity was 2.83%, 64.16% and 78.45%, respectively in the films.
Furthermore, the films were obtained through the analysis of mechanical properties, contact
angle, water vapor permeability, solubility, color, Fourier transform infrared spectroscopy),
opacity and biodegradability. It was found that the films containing the incorporation of olive
pomace extract had no interference in their thickness. The opacity of the active biofilms was
superior to that of the control and due to the contact angle greater than 65°, characteristic for
all films, with hydrophobic characteristics. The active biofilms demonstrated that the
incorporation of the extract considerably increased the bioactive and antioxidant. In this way,
active biofilms were prepared whit olive pomace, which can be used in food conservation,
proving to be a promising research for the area.

Keywords: Phenolic compounds. Contact angle. Agro-industrial residue. Olive pomace. FTIR.
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1. INTRODUCAO

A embalagem é o recipiente destinado a garantir a conservagao, transporte e manuseio
dos alimentos. A necessidade de producdo em larga escala de embalagens duraveis, para
utilizacdo diaria no mercado, fez com que os polimeros assumissem um papel de destaque em
praticamente todos os segmentos de producdo. A produgdo de materiais plasticos comecou a
ser produzida em uma escala industrial entre as décadas de 1940 e 1950. Durante os Ultimos
15 anos, a producdo anual global de plasticos duplicou (HAHLADAKIS e LACOVIDOU,
2018).

Atualmente, varios pesquisadores estdo focados em projetar embalagens alimentares
adequadas que sejam capazes de diminuir as perdas de alimentos e que, a0 mesmo tempo,
possam reduzir o impacto ambiental geral (DIFONZO et al., 2020). Neste cenario, houve
grande interesse na pesquisa e desenvolvimento de materiais de embalagens biodegradaveis
com intuito de diminuir o acimulo de residuos plasticos no meio ambiente. Uma solucao
parcial para este problema seria a utilizacdo de um material alternativo na fabricacdo de
embalagens. Devido a seu baixo custo de producdo e excelente biodegradabilidade, a
quitosana é considerada uma matéria-prima que possui inimeras aplicacdes e vantagens,
sendo a biodegradibilidade e a ndo toxicidade suas propriedades mais atrativas para a
producdo de biofilmes biodegradaveis (THARAHATHAN, 2003).

A quitosana sintetizada pela desacetilagdo da quitina (poli (B-(1 — 4)-Nacetil-D-
glucosamina)), um importante polissacarideo natural conhecido desde 1884. A quitina é
sintetizada por muitos organismos vivos. Pode ser obtido a partir de mdaltiplas fontes
renovaveis, principalmente residuos da industria do pescado. Assim, a quitosana & um
polissacarideo barato e disponivel comercialmente. Na fase solida, a quitosana ¢é
semicristalina e geralmente soltivel em &acido organico diluido, como acético, citrico, férmico,
latico, malico ou tartarico acido entre outros (CAZON e VAZQUEZ, 2019). Devido as
propriedades mencionadas da quitosana, o interesse em utiliza-la como material para filmes
ou revestimentos de embalagens de alimentos esta crescendo.

O biofilme constitui uma embalagem primaria, pois esta diretamente em contato com
o alimento. Esse tipo de revestimento ainda ndo possibilita eliminar o uso de embalagens

secundarias e terciarias oriundas de materiais convencionais, mas ainda assim, exerce uma
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atuacdo coadjuvante contribuindo para manutencdo da textura e valor nutricional dos
alimentos (ASSIS e BRITTO, 2014).

No processamento de azeitonas, para extracdo do azeite obtém-se grande quantidade
de subprodutos, sendo residuos solidos ou liquidos, que devem ser tratados ou reaproveitados
para prevenir danos ambientais oriundos de seu mau direcionamento (MORE, 2008 apud
MEDEIROS et al., 2016). O residuo s6lido obtido através do processo de extracdo do azeite,
denominado bagaco, é composto de polpa, epicarpo dos frutos, partes do carogo triturado e
agua. Para Freitas (2007), em média, 100 kg de azeitona produzem cerca de 20 kg de azeite;
conforme os casos, e em fungédo dos sistemas de extracdo e produzem aproximadamente 40 kg
de bagaco.

Existe clara evidéncia cientifica de que os compostos bioativos do bagaco de oliva
apresentam propriedades antivirais, antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatérias,
anticarcinogénicas, e de que se incorporados nos alimentos promovem néo s6 a melhoria da
qualidade como podem trazer beneficios para a satde humana (LEONARDIS et al., 2008;
DUARTE, 2011).

De acordo com Medeiros et al. (2016), o hidroxitirosol, 2- (3,4-dihidroxiphenil) etanol
(HT), é um dos principais e mais interessantes compostos presentes na azeitona, o qual €
conhecido pelo alto nivel de atividade antioxidante. Esse composto pode ser achado no
residuo na forma livre, de monémeros ou como oleuropeina, actosideo ou glucosideo.
Conforme Lafka et al. (2011), a utilizacdo de antioxidantes sintéticos promove efeitos
indesejaveis a salde humana, portanto ha um interesse em uma fonte natural de antioxidantes.
Muitos pesquisadores tém visto no residuo do beneficiamento do azeite de oliva uma fonte
potencial como alternativa desses compostos (MEDEIRQOS et al., 2016).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e O objetivo desse estudo foi desenvolver biofilme ativo com extrato de bagaco de

oliva.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato da farinha de bagaco de oliva;
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e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato da farinha de bagaco de oliva;

e Quantificar o conteudo total de flavonoides, fendis totais e atividade antioxidante dos
extratos da farinha de bagaco de oliva obtidos pelos métodos, convencional e
ultrassom;

e Escolher o melhor extrato do método convencional e do ultrassom para desenvolver
biofilmes;

e Caracterizar os biofilmes ativos desenvolvidos.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 OLIVEIRA

A oliveira (Olea europaea L.), segundo Oliveira et al. (2012), pertence a familia
botanica Oleaceae, de porte arbéreo e de clima mediterraneo. Desenvolve-se bem, mesmo em
ambientes com verdes longos, quentes e secos, e com baixos indices pluviométricos.

De acordo com Oliveira et al. (2012), as caracteristicas de solos e climas regionais sao
fatores importantes para definir as regides aptas ao cultivo de oliveira no Brasil. Em fungéo
das temperaturas baixas, sao realizados plantios comerciais nas regides sul e sudeste do pais,
especialmente nos estados Minas Gerais e Rio Grande do Sul.

Mello e Pinheiro (2012) pontuam que as variedades mais comuns destinadas a
extra¢do do azeite possuem até 80% em acido oleico (C:18:1; ®9), e quantidades razoaveis de
acidos graxos considerados essenciais: acido graxo linoleico (C18:2; ®w6) e acido graxo
linolénico (C:18:3; ®3). Também estdo presentes no azeite de oliva: compostos fendlicos,
tocoferois, vitaminas do complexo B, alguns minerais e antioxidantes naturais.

As diferentes teécnicas de extracdo utilizadas para produgdo de azeite de oliva, sdo
sendo por: prensa tradicional, filtragdo seletiva, denominados de sistema continuo e
centrifugacdo (bifasica e trifasica) denominado sistema descontinuo, conforme Crizel et al.
(2018), gera toneladas de bagaco de azeitona em todo 0 mundo. Devido a sua carga de acidos
organicos, compostos fendlicos e lipidios os residuos da atividade do azeite (bagaco de oliva)

apresentam uma questdo ambiental seria para os paises que o produzem (DERMACHE et al.,



15

2013). Sendo assim, hé a necessidade de garantir a sustentabilidade das atividades produtivas,
considerando o equilibrio entre os pilares econémico, social e ambiental (AGNELLI et al.,
2016). Com o aumento da preocupacdo com o meio ambiente em ambito mundial, varios
estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de buscar possiveis alternativas para a
reducdo da degradacdo do meio ambiente a partir da minimizacdo na geracdo de residuos,
bem como do reaproveitamento destes materiais para o desenvolvimento de novas
tecnologias. O processamento de residuos tem como principal objetivo a alteragdo do produto
que anteriormente era descartado em subprodutos com potencial comercial (HASAN et al.,
2019).

3.1.1 Bagaco de Oliva

O bagaco de oliva compreende o residuo sélido gerado a partir da extracdo do azeite
de oliva, independendo do método de extracdo utilizado (SPERONI, 2019). Sendo
considerada uma fonte importante de compostos fendélicos, apenas 2% desses sao transferidos
para o azeite, podendo conter mais de 90% retidos no residuo gerado (SUAREZ et al., 2009;
ALIAKBARIAN et al.,2012).

Esse tipo de residuo é um dos principais subprodutos do processamento da industria de
alimentos. Sua composicdo é formada por: polpa, epicarpo dos frutos, partes do caroco
triturado e agua. Conforme Mirabella, Castellani e Sala (2014), seus principais componentes
sdo acucares, principalmente na forma de polissacarideos, acidos graxos como acido oleico e
outros &cidos graxos C2-C7, poliéalcoois, polifendis e outros pigmentos.

Segundo Dermache et al. (2013), os principais compostos fenolicos encontrados no
bagaco de oliva sdo: acido p-cumarico, &cido cafeico, acido ferulico, &cido vanilico, entre
outros, e alguns derivados como: oleuropeina, tyrosol, hydroxytyrosol, luteolina. Além disso,
para Galanakis (2011), as azeitonas contém uma quantidade apreciavel de fibra alimentar,
enquanto seu conteudo e sua composicdo variam entre as variedades. Elas s&o compostas por
polissacarideos fibrosos: pectina, hemiceluloses, celulose e lignina, representando, em sua
maior parte, a fibra insolavel.

De acordo com Medeiros et al. (2016), o hidroxitirosol, 2-(3,4-dihidroxiphenil) etanol
(HT), € um dos principais e mais interessantes compostos presentes na azeitona, o qual é
conhecido pelo alto nivel de atividade antioxidante. Esse composto pode ser achado no
residuo na forma livre, de monémeros ou como oleuropeina, actosideo ou glucosideo.

Conforme Lafka et al. (2011), suspeita-se de que a utilizacdo de antioxidantes sintéticos
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promova efeitos indesejaveis a salde humana, portanto ha um interesse em uma fonte natural
de antioxidantes. Muitos pesquisadores tém visto no residuo do beneficiamento do azeite de
oliva uma fonte potencial como alternativa desses compostos (MEDEIROS et al., 2016).

Existe j& clara evidéncia cientifica de que os compostos bioativos destas matrizes
apresentam propriedades antivirais, antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias,
anticarcinogénicas, e de que se incorporados nos alimentos, promovem néo s6 a melhoria da
qualidade como podem trazer beneficios para a satde humana (LEONARDIS et al., 2008;
DUARTE, 2011).

Em estudo realizado por Crizel et al. (2018), avaliou-se o efeito da adicdo de
diferentes concentracGes de farinha e microparticulas de bagaco de azeitona em filmes a base
de quitosana. Os resultados do trabalho demonstram que foi possivel utilizar o bagaco de
azeitona no desenvolvimento de filmes de quitosana, mesmo que a incorporacdo desses
residuos tenha resultado alteracbes nas propriedades originais dos filmes, permitiu uma
melhora significativa das propriedades antioxidantes.

3.2 BIOFILMES

O uso de embalagens em alimentos é de extrema importancia para a preservacao da
qualidade do alimento produzido (BRANDEL et al., 2019). As que sdo constituidas de
materiais sintéticos necessitam de um maior periodo de degradacdo no meio-ambiente,
principalmente quando comparadas com as embalagens constituidas por materiais organicos,
como, proteinas polissacarideos e/ou lipidios, que sdo conhecidos como “biodegradaveis” as
quais também sdo denominadas como biofilme ou filme comestivel, constituindo assim uma
embalagem alternativa (BATISTA, 2004; DE ARAUJO e SHIRAI, 2017; JUNIOR et al.,
2020).

Biofilmes sdo definidos como filmes finos preparados a partir de materiais bioldgicos
derivados de polissacarideos, proteinas ou lipidios, e permitem a incorporacdo de substancias
funcionais em sua matriz no intuito de aumentar sua funcionalidade, como o uso de aditivos.
Quando usados como embalagem, agem como barreira a elementos externos, como a
umidade, Gleo e gases, consequentemente, protegem o produto, aumentando a sua vida de
prateleira e diminuem a perda de umidade (DIAS, 2008; COSTA et al. 2017; SILVA, 2019).
Dessa forma, controlam a respiracdo do produto e aumentam sua durabilidade (ASSIS,
2009).
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Existem dois tipos de aplicacdo dos biofilmes, como filme ou como revestimento
(cobertura), mas a diferenca entre eles se da pelo tipo de formacdo e ndo suas matérias-primas
(HENRIQUE, PRATI e PARISI, 2016). Os revestimentos envolvem a formacdo de filmes
diretamente na superficie do produto que se deseja proteger ou melhorar de alguma maneira.
Neste sentido, 0s revestimentos tornam-se parte do produto e permanecem nele durante seu
uso e consumo. Ja os filmes, normalmente, sdo considerados stand-alone, sendo formados em
separado de qualquer eventual utilizacdo pretendida, sdo uma fina pelicula formada
separadamente do alimento e depois aplicada sobre ele (KROCHTA, 2002).

A producéo de biofilmes se baseia na formulacdo de uma solucdo na qual os materiais
biodegradaveis sdo solubilizados em um solvente como &gua, etanol ou &cidos organicos;
conjuntamente com um acréscimo de plastificantes, assim se obtém uma solu¢do homogénea
gue, ao passar por um processo de aquecimento, resulta em uma solucdo filmogénica em
forma de gel. Com essa solucdo preparada, os filmes passam por um processo de secagem do
solvente. Essa técnica é chamada de casting (ALVES, 2009).

Os filmes comecaram a ser utilizados nos séculos XI1 e XIII na China, quando laranjas
e limdes foram revestidos por uma camada de cera. No século XVI diversos alimentos
comecaram a ser recobertos por gordura animal, funcionando assim como uma barreira de
protecdo a desidratacdo. O uso dos filmes tem o objetivo de controlar a migracdo de agua de
um alimento, a permeabilidade ao oxigénio, didxido de carbono, a migracéo lipidica, a fim de
manter as qualidades desejaveis em um alimento em relacdo a cor, sabor, aroma, dogura,
acidez e textura, podendo essa camada protetora ser adicionada de aditivos como
antioxidantes e antimicrobianos, com a finalidade de retardar a deterioracdo do alimento
(BATISTA, 2004; SIQUEIRA, 2019).

3.2.1 Composicao dos biofilmes

Para a producdo de uma solugdo filmogénica é necessario 0 uso de constituintes
basicos como: polimeros de alto peso molecular, denominados agentes formadores (lipidios,
proteinas e polissacarideos), solvente (agua e etanol), e/ou agente plastificante (glicerol,
sorbitol e triacetina) e agente ajustador de pH. Cada componente traz uma determinada
caracteristica para o produto final. A formacdo dos filmes geralmente envolve associa¢des
inter e intramoleculares ou ligagcdes cruzadas de cadeias de polimeros formando uma rede
tridimensional semirrigida que retém o solvente. Em relacdo aos mecanismos de formag&o, os

principais sdo: precipitacdo simples, a complexa e a geleificacdo térmica (BATISTA, 2004;
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BERTAN, 2008).

No momento em que uma solucéo apresentar uma precipitacdo e sofrer uma alteracao
de fase, seja por evaporacdo do solvente, ou pela adi¢do de outro solvente cuja molécula é
insoluvel ou por modificagdo estrutural, o procedimento ¢ chamado de ‘precipitacao simples’.
A precipitacdo composta sustenta a ligacdo de duas solucBes de macromoléculas de carga
oposta, causando assim uma interagdo e precipitacdo do complexo de polimeros. Ja na
geleificacdo térmica acontece uma transicdo sol-gel decorrente do aquecimento de
determinadas proteinas, causando assim uma desnaturacdo e precipitacdo da mesma, ou ainda
causada por resfriamento de uma dispersdo de hidrocoldides (BATISTA, 2004).
Independentemente do método utilizado na producdo, a transformacdo da solugdo em filmes
ou coberturas sdo consequéncia de interacdes intermoleculares, que se transpdem em forcas
estruturais (BATISTA, 2004).

Sdo utilizadas diversas fontes para a producdo de biofilmes, entre elas: fontes de
proteinas (SILVA et al., 2019), polissacarideos e seus derivados, como: gluten (LUCENA et
al., 2017; PALMU, 2003), gelatina (DE SA, JR, 2019; OLIVEIRA et al., 2015), isolado
proteico de soja (GHORPADE et al., 1995), caseina (CHICK e HERNANDEZ, 2002),
celulose (ALMEIDA, 2010; RECOUVREUX, 2004), alginato (GONCALVES et al 2015;
GARCIA- CRUZ, FOGGETTI e SILVA. 2008), pectina (LIMA, 2019; OLIVEIRA et al.,
2012), carragena (ALVES et al., 2019), quitosana (OLIVEIRA e NUNES 2011) gelana, entre
outros. Fontes de componentes lipidicos que constituem filmes ou coberturas sdo usadas:
ceras, monoglicerideos e acidos graxos, geralmente adicionados aos filmes em associacdo a
proteinas ou polissacarideos (BATISTA, 2004).

Os filmes formados por proteinas e polissacarideos normalmente apresentam
propriedades mecanicas pertinentes a algumas funcionalidades como, permeabilidade seletiva
aos gases oxigénio e didxido de carbono e aos aromas, contudo, ndo tem uma boa barreira a
umidade devido as suas especificidades hidrofilicas, porém podem ser adicionados lipidios
(&cidos graxos e ceras) a fim de diminuir a desigualdade das moléculas de agua
proporcionando assim melhores propriedades de barreira ao vapor de agua (FERREIRA,
2006). No entanto filmes desenvolvidos somente com lipidios, possuem atributos de um
material hidrofébico, que € persistente a passagem de &gua, tornando assim a sua
permeabilidade ao vapor de agua reduzida, contudo, isso o torna quebradico, refletindo assim
em uma baixa resisténcia mecanica, além de apresentarem aparéncia opaca e uma possivel
promocdo de sabor estranho, devido aos processos de oxidagdo (BATISTA, 2004; RIGO,
2006).
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Para melhorar as funcionalidades dos filmes normalmente séo realizadas misturas de
hidrocoldides (proteinas ou polissacarideos) com substancias hidrofébicas (lipidios),
formando entdo os filmes compostos, nos quais os polimeros que sdo adicionados podem
interrelacionar-se fisica e quimicamente, obtendo assim um filme de melhor qualidade,
funcionalidade e aplicagdes (BATISTA, 2004).

Nos filmes, diversos componentes sdo utilizados para sua elaboracdo, sendo suas
formagdes constituidas de, pelo menos, um agente formador de filme (proteina, carboidrato,
lipideos, etc.), plastificante (glicerol, sorbitol, etc), solventes (&gua, etanol, etc), agentes
ajustadores de pH (acido acético, hidroxido de amonio, etc) e aditivos (antioxidantes,
antimicrobianos, vitaminas, etc) (MALHERBI, 2015).

3.2.2 Gelatina

A industria da gelatina apresenta um desenvolvimento tecnolégico constante. Hoje, é
um setor de altissimo nivel tecnoldgico, aplicando os mais rigorosos sistemas de controle de
qualidade. Assim, apesar de sua veneravel antiguidade, a gelatina é um produto moderno e
atual, que é utilizado amplamente na industria alimenticia, onde é bastante utilizada como
gelificante, espessante, emulsificante, além de fazer parte da composicdo de filmes, bem
como em outros setores industriais, como: industrias farmacéuticas para a obtencdo de
capsulas e hidrogel para liberacdo de substancias ativas, industria téxtil e fotografia na forma
de adesivos (LIN et al., 2017).

Conforme Almeida (2016), a gelatina tem propriedades tecnoldgicas que estdo
associadas a geleificacdo, como: a resisténcia do gel, o tempo de geleificacao, temperatura de
fusdo e viscosidade. E a propriedade que esta relacionada ao comportamento da superficie da
gelatina, tais como: formacdo e estabilizagdo de espumas e emulsdes, propriedades adesivas,
além de seu comportamento e dissolucdo.

Segundo Johnston-Banks (1990), quando em contato com agua fria, a gelatina é
insoltvel, ja em temperatura acima de 40°C solubiliza completamente. Podendo solubilizar
pelo método indireto ou direto, sendo o primeiro da seguinte forma: a gelatina é adicionada
em agua fria, umedecendo as particulas de forma uniforme e deixando-as em repouso para
inchar, por tempo suficiente para a massa se tornar macia e fragil, posteriormente é mantida
em repouso para ocorrer 0 processo de intumescimento destas. A solucdo é formada
totalmente depois que essa massa passa pelo aquecimento (50-60°C) sob agitacdo constante

para uma completa dissolucéo, e o segundo é aquele que elimina a etapa de imerséo a frio,
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porém exige temperatura mais elevada (60-80°C), além de agitacdo em alta velocidade, a fim
de garantir auséncia de aglomeracéo quando a gelatina for adicionada ao liquido.

A gelatina é utilizada para aumentar a elasticidade, consisténcia e estabilidade de
produtos alimenticios, devendo, desta forma, apresentar boas propriedades reoldgicas (forca
de gel, viscosidade e ponto de fusdo). As gelatinas também podem funcionar como um filme
externo para a protecao contra desidratacao, luz e oxigénio (BUENO, 2008).

3.2.3 Quitosana

Para Azevedo et al. (2007), o uso de polimeros naturais para aplicac@es diversificadas
tem sido de vital importancia para os avancos das ciéncias e apresentam varias vantagens
como ser de facil obtencéo, ser biocompativel e biodegradavel.

Quitosana é um polissacarideo derivado do processo de desacetilacdo da quitina
(copolimero de pB-(1—4)-D-glucosamina ¢ p-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina), que é
encontrada em abundancia na natureza, principalmente em carapaca de crustaceos, residuo
rejeitado pela indUstria pesqueira, que em muitos casos as consideram poluentes (AZEVEDO
etal., 2007; CANELLA e GARCIA, 2001).

Em concordéncia com Azevedo et al. (2007), ambas as estruturas sdo constituidas por
unidades de 2- acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas
por ligagdes glicosidicas B (14) entretanto os polimeros diferem quanto a proporg¢do relativa
dessas unidades e quanto a solubilidade.

Conforme Laranjeira e Favere (2009), a insolubilidade da quitina é o maior fator
limitante da sua utilizacdo. J& o biopolimero, quitosana, pode facilmente se dissolver em
solucBes de &cidos fracos diluidos, devido & protonacéo de seus grupos amino, sendo o acido
acético o solvente mais empregado. A Figura 1 mostra a estrutura das unidades poliméricas da

quitina ou quitosana, dependendo do grau de desacetilacao.
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Figura 1 — Estrutura quimica da quitina ou quitosana.
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Fonte: Laranjeira e Favere (2009).

Possui uma estrutura molecular quimicamente similar a fibra vegetal chamada
celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais (AZEVEDO et al., 2007).

A quitosana é um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de
grande importancia econdmica e ambiental. Na indUstria alimenticia, a quitosana vem sendo
explorada em diferentes aplicagbes, como demonstradas na figura 2. A mais utilizada
recentemente € como material biodegradavel antimicrobiano para produgdo de embalagem
alimenticia (MACHADO, 2021).

Figura 2 — Esquema das aplicacOes da quitosana na industria de alimentos.
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Fonte: Fai, Stamford e Stamford (2008).
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Para Fai, Stamford e Stamford (2008), neste &mbito de aplicacdo podem-se considerar
os biofilmes a base de quitosana como embalagens ativas, pois além de atuarem como uma
barreira a agentes externos apresentam uma série de funcbes desejaveis a manutencdo da
qualidade do vegetal ou fruto revestido. Apresenta como uma das vantagens, sobre a
embalagem convencional, o fato da quitosana apresentar propriedades como agente
antimicrobiano e antioxidante atendendo a atual demanda por alimentos minimamente
processados e livres da incorporacdo de conservantes quimicos.

Em estudo desenvolvido por Gdémez-Estaca et al. (2010) com filmes a base de
gelatina- quitosana, adicionadas de 6leos essenciais como agentes antimicrobianos para
preservacdo da carne de pescado do tipo bacalhau, obteve como principais resultados a
reducdo do crescimento de bactérias gram-negativas (enterobactérias).

Para os autores, Silva et al. (2015), do estudo: utilizacdo de filme de quitosana para
controle de aflatoxinas em amendoim, verificou-se a utilizagdo de um filme de quitosana para
0 controle do crescimento e producdo de aflatoxinas por Aspergillus parasiticus,
demonstrando que a presenca de quitosana no meio de cultura reduziu o diametro das coldnias
e promoveu modificacbes morfologicas nos esporos de A. parasiticus. E a utilizacdo de
quitosana a 2% na forma de filme, principalmente por asperséo, pode reduzir a concentragdo
de esporos e aflatoxinas de A.parasiticus do amendoim.

Conforme trabalho realizado por Fonteles (2019), que avaliou os efeitos da
incorporacdo do extrato da semente do urucum em coberturas ativas a base de quitosana na
carne bovina, o uso das coberturas a base de quitosana e extrato de urucum, mostrou ser uma
alternativa viavel e eficaz para prover uma sanidade microbioldgica e antioxidante mantendo
as caracteristicas fisico-quimicas quando inseriu os tratamentos, CQ: carne acondicionada em
cobertura a base de quitosana e glicerol; EU4%: carne acondicionada em cobertura a base
quitosana, glicerol e 4% de extrato de urucum; EU8%: carne acondicionada em cobertura a
base de quitosana, glicerol e 8% de extrato de urucum, durante toda vida de prateleira,
podendo minimizar a utilizagdo dos antioxidantes sintéticos e conferir maior seguranca a

carne.
3.3 AGENTE PLASTIFICANTE
A formacdo do filme polimérico envolve forgcas coesivas que podem resultar em

filmes muito quebradigos. No entanto, esta limitacdo pode ser superada através da adi¢do de

um plastificante a formulacdo de forma a diminuir as forcas intermoleculares, aumentando a
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mobilidade das cadeias e melhorando a flexibilidade e o alongamento do filme (BIERHALZ e
KIECKBUSH, 2009). Com isso hd uma melhora da flexibilidade e da extensibilidade do
filme, evitando assim a ruptura do mesmo durante 0 manuseio e armazenagem, porém podem
aumentar a permeabilidade a gases, a solutos e ao vapor de 4gua e podem diminuir a sua
coesividade (BATISTA, 2004).

O plastificante € uma molécula pequena, de baixa volatilidade e de natureza quimica
similar a do polimero usado na constituicdo do filme. Quando adicionado a solucéo
filmogénica modifica a organizacdo molecular aumentando o volume livre na molécula. Essa
acdo do plastificante causa alteragdes no plastico biodegradavel como o aumento de
flexibilidade, extensibilidade e distensibilidade seguido por diminuicdo na resisténcia
mecanica, temperatura de transicdo vitrea e barreira a gases e vapor de agua, isso devido a
higroscopicidade do plastificante e sua acdo na quebra da rede amildcea aumentando assim as
interacdes amido-plastificante que diminuem a densidade das interagdes e consequentemente
a coesdo da molécula além do aumento do volume livre (GROSSMAN, 2007). Assim,
plastificantes como glicerol sdo capazes de garantir boa qualidade na embalagem
biodegradavel, como em filmes. Além do glicerol, pode-se citar como agentes plasticantes:

frutose, glicerina, sorbitol, propilenoglicol, acidos graxos, dentro outros (ABREU, 2019).

3.3.1 Glicerol

O glicerol é o principal coproduto gerado na producdo de biodiesel, sendo que
aproximadamente 10% do volume total de biodiesel produzido corresponde ao glicerol
(DASARI et al., 2005). Cerca de 68,4% do glicerol gerado a partir da producdo de biodiesel
do mundo é produzido na Alemanha, Franca, Estados Unidos, Argentina e Brasil (SARMA et
al., 2012). Em territorio nacional, o Rio Grande do Sul é o maior produtor deste glicerol,
sendo responsavel por 28,3% da producao brasileira (ANP, 2016). Portanto, encontrar novas
destinos de aplicagéo para o glicerol &€ muito importante a fim de assegurar a sustentabilidade
da producéo global de biodiesel.

O 1,2,3 propan-triol, comumente chamado de glicerol, tem a possibilidade de ser
utilizado para diferentes aplicaces por ser baseada nas suas propriedades fisicas e quimicas,
que incluem: baixa volatilidade, higroscopicidade, efeito plastificante, promove flexibilidade,
solubilidade, estabilidade, elevada viscosidade e ainda considerado um produto ndo-téxico
(ASSIS, 2009).



24

Figura 3 — Estrutura do glicerol
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Fonte: Beatriz, Araljo e Lima (2011).

O glicerol vem sendo amplamente utilizado no processo de produgdo de biofilmes e
considerado uma matéria-prima renovavel que, por ser um plastificante, ao ser introduzido em
filmes biodegradaveis promove alteracGes significativas de suas propriedades e, assim,
garante uma ampla faixa de aplicacdo. Sem a acdo deste plastificante, o filme tem uma
estrutura rigida e quebradica, o que torna invidvel a sua produgdo (GONCALVES,
ANTUNES e SILVEIRA, 2019).

3.4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS FILMES
3.4.1 Espessura

A espessura € um pardmetro importante uma vez que avalia a uniformidade do
material, a repetibilidade da medida de suas propriedades e a validade das comparacfes entre
os filmes. Servindo como base para varias propriedades dos filmes, incluindo as mecanicas e
as de permeabilidade (JACOBS et al., 2020).

Quando a aliquota da solucdo filmogénica é depositada em suporte para secagem, €
importante controlar o nivel do local onde ele € mantido (por exemplo, estufas ou bancadas),
para evitar diferencas na espessura dos filmes, provocadas pelo desnivel do suporte
(BATISTA, 2004). Para Janior (2017), o controle da espessura dos filmes é importante para
sua uniformidade, repetitividade das medidas de suas propriedades funcionais e validade das
comparacg0es entre as propriedades dos filmes. Uma nédo uniformidade na espessura dos filmes
pode causar problemas mecanicos e de conservacdo. A espessura deve ser estabelecida

levando-se em conta a utilizagéo do filme, que vai depender do alimento que serd embalado.
3.4.2 Solubilidade

Define-se solubilidade em agua de biofilmes como a quantidade de matéria seca que é
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solubilizada ap6s 24 horas de imersdo. A avaliacdo dessa propriedade € essencial para se
definir o campo de aplicacdo do filme (JUNIOR, 2017). De acordo com Miller, Yamashita e
Laurindo (2008), a solubilidade é influenciada pelo tipo e pela concentracdo do plastificante.
Esses autores constataram que o glicerol e os grupamentos (-OH) do sorbitol aumentaram os
valores de solubilidade do filme.

Biofilmes destinados a producdo de embalagens ou revestimentos de produtos
alimenticios devem ser insolGveis em meio aquoso para impedir o contato da umidade com o

item armazenado, garantindo a sua integridade (LIMA, 2019).

3.4.3 Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

Segundo a ASTM E96-95 permeabilidade é a taxa de transmissdo de vapor de agua
por unidade de area através do filme, de espessura conhecida, induzida por um gradiente de
pressdo entre duas superficies especificas, de umidade relativa e temperatura especificada
(ASTM, 1990).

O ensaio de permeabilidade ao vapor d’agua avalia a transferéncia de vapor de agua
através de filmes permeéveis e os resultados desta andlise sdo importantes para filmes
destinados a embalagens. Isso se deve ao fato de que o filme destinado para embalagem
alimenticia possui a finalidade de proteger o alimento contra agentes externos (MACHADO,
2021).

Segundo Farias, Lima e Carvalho (2011), a solubilidade tera uma ligacdo direta com
0s componentes estruturais do filme e interferira na propriedade de barreira ao vapor de agua
nos filmes comestiveis. A obtencdo de filmes com boas propriedades de barreira ao vapor de
agua, isto é, com baixa permeabilidade dentro de uma grande faixa de umidade relativa,
implica na utilizacdo de material insolivel ou de pouca solubilidade em agua, mas isto ndo

desqualifica o filme, que dependera do produto a ser aplicado.

3.4.4 Propriedades mecanicas

O estudo das propriedades mecénicas do biofilme permite avaliar as interagdes
moleculares entre os componentes e a quantidade de energia que o filme absorve antes do seu
rompimento. Dependendo da aplicagdo, o biofilme deve apresentar resisténcia a ruptura e
alongamento adequado. A natureza do filmogénica do material, a formulagdo do biofilme, o

uso de plastificante e a metodologia utilizada na producéo séo fatores que afetam diretamente
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nas propriedades mecéanicas (ARENAS, 2012).

As propriedades mecanicas dos filmes comestiveis dependem da natureza do material
filmogénico utilizado e de sua coesdo estrutural, a qual estd relacionada com a aptiddo do
polimero em formar fortes e/ou numerosas ligagdes a nivel molecular entre duas cadeias
poliméricas, dificultando assim a sua separacdo quando submetida a forgas mecanicas. Esta
aptiddo depende da extensdo da cadeia polimérica, da sua geometria, da dispersdo do seu peso
molecular, da natureza e posicao de grupamentos laterais (GONTARD, 1991).

Essas propriedades podem ser avaliadas pelo teste de tracdo, no qual é aplicada uma
forca no filme, sendo registrada a deformacdo até atingir o rompimento, formando uma curva

de tensdo na ruptura versus deformacéo do filme (OLIVEIRA et al., 1996).

3.4.5 Propriedades organolépticas

Para Vicentini (2003), dentre as propriedades éticas de biofilmes para aplicagdo em
embalagem, destacam-se a cor e a transparéncia (opacidade). A cor pode ser considerada um
importante parametro na caracterizacdo dos biofilmes, pois esta relacionada com a matéria-
prima utilizada na elaboragdo dos mesmos. A determinacdo do grau de opacidade de um
material mostra sua maior ou menor transparéncia. O filme que tem a transparéncia mais

baixa é caracterizado por ter um maior bloqueio da passagem da luz.

4. METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO BAGACO DE OLIVA

O bagaco de oliva, da variedade ‘Arbequina’, foi obtido de uma empresa extratora de
azeite de oliva, localizada na cidade de Cachoeira do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil
(30°0036.0"S 52°52'02.1"W). O azeite de oliva foi extraido pelo método de extracdo bifésica;
e o residuo de bagago de oliva, transportado em caixas térmicas com gelo, chegando ao

laborat6rio foi imediatamente armazenado a -18°C.

4.2 PREPARO DA AMOSTRA

O bagago de oliva, segundo metodologia Speroni (2019), com modificagdes foi

separado em uma peneira de 2 mm. A amostra retirada da peneira (compostas por particulas
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maiores que 2 mm) foi denominada F1. A amostra que passou pela peneira era composta por
particulas maiores que 2 mm e liquido. Apos, essa fracdo foi centrifugada (3.000 RPM por 15
min). O sobrenadante liquido e as amostras F1, foram guardadas para posterior anélise.
Enquanto a fracdo solida, composta por particulas maiores que 2 mm, foi denominada F2. A
amostra F2 foi liofilizada (TERRONI, modelo LS 3000, Brasil), moida em moagem
convencional, por moinho de facas, e armazenadas, em freezer doméstico convencional, a

temperatura de -18°C até o término deste estudo (Speroni, 2019).

4.3 EXTRACAO DOS COMPOSTOS

A extracdo dos compostos antioxidantes da farinha foi realizada conforme estudos de
Goldsmith, com modificacbes. Para razdo amostra/ solvente foi utilizado 1g de F2 para 50 ml
de solvente. Os métodos de extracdes utilizados foram de banho de ultrassom com 40 hertz de
frequéncia e convencional (agitagdo em banho-maria). Para definir a concentragéo do solvente
hidroetandlico e tempo utilizado, foi realizado delineamento fatorial 22 (quatro ensaios
fatoriais) com trés repeticGes no ponto central (Tabela 1), totalizando sete ensaios. Todos 0s
ensaios foram executados em ordem aleatéria e as respostas ou variaveis dependentes,

analisadas em triplicata. A temperatura utilizada manteve-se em 60°C.

Tabela 1 — Delineamento experimental 22 para preparacdo dos extratos para método
convencional e ultrassom.

Tratamentos Tempo (min.) Alcool (%)
1 10 (-1) 60 (-1)

2 30 (+1) 60 (-1)

3 10 (-1) 80 (+1)

4 30 (+1) 80 (+1)
50 20 (0) 70 (0)

6© 20 (0) 70 (0)

70 20 (0) 70 (0)

Fonte: Autora.

Para a producéo dos filmes foi escolhido a melhor condicéo de cada tratamento, tanto

para 0 metodo de ultrassom como para o convencional. Antes de ocorrer a aplicacdo dos
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extratos nos filmes, foi realizada a evaporacao do etanol com o Nitrogénio.

4.4 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

4.4.1 Conteuido Fenélico Total

Para estimar o conteldo fenodlico total foi realizada a metodologia proposta por
Singleton Orthofer e Lamuela-Raventos (1999), com modificacGes por Roesler (2007), que
sugere incubar os tubos por 5 minutos em banho-maria a 50°C. Quatrocentos microlitros de
amostras previamente diluidas na proporcéo de 1:50 (v v'*) foram adicionados a 2mL de 10%
(v v'') de reagente Folin-Ciocalteu 2N (diluido 1:10). Apés agitacéo, os tubos foram deixados
no escuro por trés minutos. Em seguida, foram adicionados 1,6 mL de solucdo de carbonato
sodio a 7,5% (m/v). Os tubos foram agitados novamente e entdo incubados por cinco minutos
em banho-maria a 50°C. A absorbancia foi medida em 765nm. O branco foi preparado nas
mesmas condi¢des; no entanto, com substituicdo do extrato. Uma curva padrdo foi realizada
para quantificagdo utilizando 4cido galico em concentracdes de 10 a 500 mg.L*. Os valores
foram expressos em mg de 4cido galico em g de amostra (mg GAE g™).

4.4.2 Atividade antioxidante (DPPH)

A atividade antioxidante das amostras de filme foi avaliada usando o ensaio de
eliminacdo de radical livre DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) de acordo com Dal Pra et
al. (2015). Brevemente foi adicionado 1500 pL de extrato do filme para 1480 pL de solugéo
DPPH mais 20 pL de metanol. Um ensaio em branco foi realizado usando 1500 pL de
metanol em vez do extrato. Além disso, um branco para cada amostra foi realizado utilizando
1500 pL de extrato e 1500 pL de metanol. A solucdo resultante foi deixada em repouso no
escuro por 30 min. Em seguida, a absorbancia das amostras foi determinada em 517 nm. A
atividade antioxidante (AA%) contra o radical DPPH foi calculada de acordo com a seguinte

equacéo:

AA% = (ADPPH - QA - Aﬁ ) 100
AppprH
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onde ADPPH, A e AB séo a absorbéncia do branco da solugdo DPPH, amostra e branco da

amostra, respectivamente.

4.4.3 Flavonoides

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com método proposto por
Zhishen et al. (1999), através de reac6es das amostras com NaNO2, AICI3 e NaOH, seguidas
de leituras de absorbancia em espectrofotdmetro (510 nm). A amostra foi preparada em agua
na concentra¢do de 10mg, homogeneizada em agitador magnético de tubos por 30 segundos,
seguido de ultrassonica¢do a 10°C por 30 minutos. Posteriormente, sdo diluidas em diferentes
concentracdes. A quantificacdo de flavonoides totais da amostra foi realizada por meio de
curva padrao preparada com catequina e expressa em equivalente de catequina. O resultado é

expresso em mg de equivalente de catequina por 100g de amostra.

4.4.4 Atividade antimicrobiana

Atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo e a
andlise das placas de 96 pocos foi realizada por espectrofotometria, no comprimento de onda
620nm. Os resultados foram expressos em fun¢do da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo letal minima (CLM), os ensaios microbiologicos foram realizados na

Universidade Federal de Santa Maria.

45 PRODUCAO DOS FILMES COMESTIVEIS DE GELATINA E QUITOSANA
ADICIONADOS DO EXTRATO DE BAGACO DE OLIVA

Conforme Galindo et al. (2019), com modificacdes, preparou-se as solucbes de
gelatina e quitosana (93% CAS:9012-76-4) separadamente. A quitosana 2% (m/v) foi
dissolvida em &cido acético 1% (v/v) e mantida sob agitagdo magnética com aquecimento a
45°C por 1 hora. A solucdo de gelatina (GEL) 4% (p/v) com adi¢éo de glicerol (1 g/100 mL
de solucdo de gelatina) foi dissolvida sob agitagdo magnética e aquecimento a 55°C por 35
min. Posteriormente, foi feita a mistura das duas solugbes, na propor¢do de 1:1, com
incorporacgdo de 5% do extrato de bagaco de oliva. As solugdes foram homogeneizadas em

agitador magnético, por 4 min., vertidos 50 ml em folhas de transparéncia para impressora a
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laser e deixados para secar em sala com controle de temperatura (25°C) e umidade (42%),
over night. Os filmes produzidos foram: filme controle (FC) sem extrato, filme com 5 mL de
extrato obtido pelo método convencional com solvente hidroetanélico a 60% (FEC60%) e
filme com 5 mL de extrato obtido pelo método de ultrassom com solvente hidroetandlico a
80% (FEUB0%), demonstrados na figura 4.

Figura 4 — Filme Controle, Filme com extrato 60% (FEC60%) e Filme com extrato 80%
(FEU80%), respectivamente.

Fonte: Autora

4.6 EXTRACAO DOS COMPOSTOS ANTIOXIDANTES DOS FILMES

Seguindo Galindo et al. (2019), os filmes (1 g) foram misturados com 20 mL de etanol
absoluto (Anidrol, Brasil) e homogeneizados a 6.000 rpm por 15 minutos. Em seguida, a
mistura foi centrifugada e o sobrenadante utilizado nas analises de compostos fenolicos totais
e atividade antioxidante (Folin-Ciocalteu e DPPH), conforme metodologias citadas nos itens
4.4.1 e 4.4.2, respectivamente.
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4.7 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES

4.7.1 Analise Qualitativa

Na analise qualitativa, conforme Jacobs et al. (2020), avaliou—se os biofilmes quanto a
sua aparéncia atraves de observacdes tateis e visuais. O biopolimero deve apresentar uma
superficie homogénea e continua, sendo assim, excluiram-se das andlises os filmes

defeituosos, que apresentaram bolhas e fissuras apds o processo de secagem.

4.7.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrémetro digital (Mitutoyo
Co., Kawasaki, Japédo), com escala de 0-25 mm e precisdo de 0,001 mm, realizada em
quadruplicata, e cada amostra foi medida em 6 pontos diferentes, seguindo a ASTM F2251 —
13 (ASTM, 2013).

4.7.3 Umidade

A umidade, seguindo estudo realizado por Silva (2011), dos filmes, foi determinada
coletando-se 3 (trés) amostras de filme com cerca de 4 cm de area, tendo sido previamente
medidas as suas respectivas massas em balanca analitica e em seguida colocadas em estufa a
105°C por 24 horas. O calculo da umidade foi realizado utilizando-se a equag&o 1:

U = mi — mf/ mi x 100 (1)
Em que U € a porcentagem de umidade, mi é a massa inicial e mf é a massa final do

filme apos secagem.

4.7.4 Solubilidade

Pelo método de Gontard et al. (1994), com modificagdes, primeiramente, os filmes
foram cortados em amostras de trés discos de 2 cm de diametro de cada modelo de filme e
secos em estufa a 105 °C por 24 horas e pesados em balanca analitica para a determinacédo da
porcentagem inicial de matéria seca (mi). Em seguida, as amostras foram imersas em 50 mL
de agua destilada a temperatura ambiente por 24 horas sob agitacdo em shaker orbital (MA-

410, Marconi, Brasil) a 70 RPM. Apoés a imersdo, as solucBes e os discos foram retirados e
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secos novamente em estufa a 105 °C por 24 horas e pesados para determinacdo da quantidade
de matéria seca nao solubilizada (mf). Calculou-se a massa do filme que solubilizou em &gua,
ou seja, o teor de matéria insoltvel, utilizando a equagéo 2:

MS = (mi-mf)/mi x 100 (2)

MS = x 100
MS: porcentagem de material solubilizado (%); mi: massa inicial do material seco (g), €;

mf: peso final do material seco ndo solubilizado (g).

4.7.5 Permeabilidade ao vapor de agua

Foram realizadas de acordo com o método padrdo modificado ASTM E96-90 (ASTM,
1990), onde foram feitas seis medidas das massas das células em balanca analitica durante um
periodo total de 25h (no inicio do teste e apds 1h, 2h, 23h, 24h e 25 h). O teste foi realizado
em triplicata para cada filme. A espessura do filme foi medida em micrometro digital
(Mitutoyo, Japdo) com resolucdo de 0,001 mm e capacidade de 0-25 mm. As medic¢Ges foram

realizadas em cinco pontos aleatorios ao longo de cada amostra de filme.

4.7.6 Angulo de contato

Conforme Brandalise (2017), as amostras foram segmentadas em retangulos (2 x 5
cm) e mantidas em ambiente controlado (23 + 2°C e umidade de 50%) por 24h antes da
analise. As condigdes experimentais foram: temperatura ambiente (25 + 2°C), agua destilada
como fluido de referéncia. As analises foram feitas sobre a superficie superior do filme. Como
resultado da medida, considerou-se a média entre os angulos direito e esquerdo da gota, o

ensaio foi realizado em triplicata, o gotejamento foi feito em trés regides distintas da amostra.

4.7.7 Espectroscopia na regido do infravermelho médio com transformada de Fourier
(FTIR)

Os biofilmes foram analisados utilizando-se a espectroscopia na regido do
infravermelho médio com transformada de Fourier. A analise das amostras foi realizada
empregando-se um espectrofotdmetro Nicolet Nexus 670 (Nicolet Instrument Corporation,

EUA). As amostras foram moidas com brometo de potéassio (KBr) e prensadas para a
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obtencdo de pellets. Todas as amostras de filme foram analisadas entre 4.000 e 400 cm*
nGmeros de onda, e os espectros foram coletados com resolugdo de 4 cm™ e um total de 128

varreduras consecutivas foram registradas.

4.7.8 Propriedades de tragdo

De acordo com Antunes et al. (2019), as propriedades de tensdo na ruptura (MPa),
elongacdo (%) dos filmes foram determinadas na Maquina Universal de Ensaios (Intruson.
Model 3369, Instron Corp., Canton, MA, USA). Foram preparados 6 corpos de prova de cada
filme, com 1 cm de largura e 10 cm de comprimento, obtidos de acordo com a norma ASTM-
D882-10 (ASTM, 2010), com adaptacdes, e submetidos a tracdo. Os valores foram obtidos
pelo Intruson Bluehill Universal Software (Norwood, MA,USA).

4.7.9 Cor

A cor foi avaliada através de colorimetro de acordo com o método 14-22 da AACC
(2000), onde foram avaliados atributos de cor na superficie dos biofilmes: a*, b*, L*, C* e h.
A coordenada de cromaticidade a* indicando a tendéncia da cor da regido do vermelho (+a*)
ao verde (—a*), a coordenada de cromaticidade b* indicando a tendéncia de cor da tonalidade
amarela (+b*) ao azul (-b*) e L* indicando a luminosidade do branco (L* = 100) ao preto (L*
=0).

4.7.10 Opacidade

De acordo com Shiku, Hamaguchi e Tanaka (2003), as amostras foram cortadas em
retdngulos que foram aderidos a parede interna da cubeta de quartzo. Foi realizada a medicéo
utilizando o comprimento de onda de luz visivel em 600nm. Os resultados foram calculados
da seguinte forma: absorbancia da amostra dividida pela espessura dos filmes, obtendo-se

assim a medida de opacidade do material.

4.7. 11 Degradabilidade

A degradabilidade do biofilme seguiu conforme descrito por Martucci e Ruseckaite

(2009), com adaptacBes. O experimento foi realizado em bandeja pléstica retangular, com
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terra imitando a flora microbiana natural. A amostra de biofilme foi cortada em 2 x 3 cm,
seguido de secagem em estufa a 60°C por 24 horas para remog¢édo da umidade. A amostra foi
adicionada individualmente em um envelope de sombrite (utilizados para jardinagem). Em
seguida o envelope contendo o biofilme foi enterrado no solo. As amostras foram removidas a

cada 2 dias para avaliar até sua total degradacéo.
5. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram submetidos a
ANOVA com comparacdo de meédias por Tukey, considerando o nivel de significancia de
95% (p>0,05), pelo softwere Statistic 10.
6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 CARACTERIZA(;AO DO EXTRATO

Os resultados obtidos para os compostos fenolicos totais, flavonoides e atividade

antioxidante dos extratos da farinha de bagaco de oliva, dos tratamentos convencional (C),

apresentados na tabela 2, e ultrassom (US) estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 2 — Compostos fendlicos, flavondides e atividade antioxidante (DPPH) dos extratos

para o metodo convencional.

Trat. Alcool Tempo  Fendlicos totais Flavonoides totais DPPH
% (min.) mg/g de mg/g de pmol TEAC/g de

amostra seca amostra seca amostra seca
T1 60(-1) 10(-1) 446,94 £ 6,07ab 30,90 + 1,21a 42,41 +1,10d
T2 60(-1) 30(+1) 462,92+547a 33,00 + 1,01a 58,94 + 0,05b
T3 80(+1) 10(-1) 421,26 +5,47bc 31,89 +1,11a 49,74 + 1,13c
T4 80(+1) 30(+1) 310,833+6,47d 34,49 + 1 31a 66,81 + 0,89a
T5 70(0) 20(0) 421,250 + 4,28bc 33,19 +1,21a 48,77+ 1,69c
T6 70(0) 20(0) 413,611 +£4,87c 33,07 £ 1,21a 49,26 + 0,09¢
T7 70(0) 20(0) 42539+6,17hc 35,59 + 1,10a 48,17 + 1,05¢

Os valores sdo expressos com media e desvio + DP (n = 3). a — ¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam
uma diferenca significativa (p<0,05).

A partir do conteudo de fendlicos totais foram feitas as escolhas das melhores
condicdes de cada método para preparacao dos filmes ativos. As melhores condi¢des foram o
T2C (462,92 mg GAE g™*) para o método convencional, com extragdo hidroalcolica a 60% e
tempo de 30 min. (Tabela 2) e 0 T4US (524,03 mg QE g™*) para 0 método de ultrassom, com
extracdo hidroalcéolica a 80% e tempo de 30 min. (Tabela 3), também. Paulino et al. (2020),
encontraram 73,58 mgGAE.g™ de fendlicos em extrato de bagaco de oliva, utilizando o
método de maceragdo dinamica com solvente &gua em uma temperatura de 60°C. Ja o estudo
apresentado por Costa et al. (2020), na extragdo dos compostos fenolicos do bagaco de
oliveira, foram extraidos através da maceragdo em banho metabdlico em temperatura
constante de 80°C avaliando o pH (2,5), utilizando a 4&gua como solvente, encontraram 41,30
mgGAE.g™.
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Tabela 3 — Compostos fendlicos, flavondides e atividade antioxidante (DPPH) dos extratos

para 0 método ultrassom.

Trat. Alcool Tempo Fenolicos totais mg/g  Flavonoides totais DPPH
% (min.) de amostra mg/g de amostra pmol TEAC/g de
seca seca amostra seca

T1 60(-1) 10(-1) 433,75+ 4,32bc 29,11 +0,92c 55,43 + 0,08b
T2  60(-1) 30(+) 459,44+ 3,18b 29,61 +0,72c 38,01+ 1,08d
T3  80(+1) 10(-1) 408,06 + 3,56¢ 33,12 + 0,22hc 47,33 £ 0,89c
T4  80(+1) 30(+1) 524,03+ 3,08a 33,31+ 0,02abc 57,73+ 0,54b
T5 70(0) 20(0) 433,06 +4,12bc 35,59 £ 0,12ab 68, 13 £ 1,08a
T6 70(0) 20(0) 435,83+ 2,90bc 32,57 £ 0,32bc 67,89 = 0,65a
T7 70(0) 20(0) 432,36 *2,18hc 37,59 +0,22a 68,99 + 1,00a

Os valores sdo expressos com media e desvio + DP (n = 3). a — ¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam
uma diferenca significativa (p<0,05).

Todavia, Brito (2016) realizou a extracdo de fendlicos pelo método de ultrassom por
15 minutos, e obteve 568,6 + 43,3 mg EAG/100 g de bagaco, aproximando-se dos resultados
encontrados nesse estudo. Observando os tratamentos escolhidos nota-se que os valores de
fendlicos aumentaram 13,2% do método convencional para o de ultrassom, apesar do tempo
de extracdo ser o mesmo (30 min.). Para Viciniescki (2020), o ultrassom tem como principio a
acdo de ondas mecanicas de baixa frequéncia, as quais geram cavitacdo, fenébmeno que gera e
colapsa bolhas de &gua que resultam em pontuais areas de altas temperaturas e pressdo na
superficie da amostra, facilitando o processo de extracdo. Conforme Brito (2016), este fato
mostra que o tempo de sonificagdo pode ser um parametro importante na extracdo dos
compostos bioativos, fato que pode ser visto neste trabalho.

Entretanto a condigdo 7 o T7US, diferencia-se estatisticamente dos demais com maior
teor de flavondides, o tempo de extracdo pode estar relacionado com essa diferenca, pois 0s
tratamentos escolhidos (TC2 e T4US) passaram por uma extracdo de 30 minutos, enquanto o
tratamento T7US teve uma extragdo de 20 minutos, o0 que pode ter aumentado os flavonoides
nesse tratamento. Para Soares (2019), o teor de flavonoides totais no bagaco de oliva, nos

extratos em etanol e em 4agua, obtidos da extracdo em Soxhlet, foram de 102,1 mg
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equivalentes de catequina /g de extrato em etanol e 44,2 mg equivalentes de catequina /g de
extrato em &gua. Brito (2016), demonstra em seus resultados valores totais de flavonoides de
11 + 0,22 mg/100 ml no bagaco de azeitona, usando uma mistura de etanol e agua (70/30 v/v)
em temperatura ambiente. Essa diferenca entre os resultados encontrados com a literatura
pode estar relacionada por diversos motivos, como 0s pardmetros utilizados para extragédo, 0s
fatores edafocliméaticos podem influenciar no perfil de compostos fitoquimicos, além das
praticas agricolas, cultivar ou o estagio de maturacao (VASCONCELLOS et al., 2020).

Os valores de atividade antioxidante obtidos para as condi¢des dos tratamentos T2C e
T4US sédo de 58,94% e 57,73%, respectivamente. Valores proximos ao estudo realizado por
Lafka e colaboradores (2011), de 59,8%, utilizando o etanol como solvente para extracao.
Valores inferiores a encontrados por Silva (2021), onde a atividade antioxidante foi de
73,70%.

Conforme Vasconcellos et al. (2020), a estrutura do composto fendlico é determinante
para as propriedades de sequestro e inibi¢do de radicais livres. Para exercer a funcéo bioldgica
como acao antioxidante, € necessario que 0s compostos sejam capazes de impedir, retardar ou
evitar a oxidacdo medida pela acdo do radical livre, para isso, 0 nimero de grupos hidroxilas e
sua posicao em relacdo ao grupamento carboxila sdo de suma importancia para ocorréncia da

acao antioxidante.

6.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A efetividade antimicrobiana de uma substancia é frequentemente descrita em termos
de sua concentracdo inibitéria minima (CIM), a menor concentracdo da substancia que tem a
capacidade de inibir totalmente o crescimento de um micro-organismo selecionado e a
concentracdo letal minima (CLM) é considerada a menor concentracéo de substancia capaz de
aniquilar 99,9% das unidades formadoras de col6nia (UFC). Os valores de CIM e CLM foram
testados nos extratos (T2C E T4US), tanto para bactérias, tabela 4, como para fungos, tabela

5, e comparados com o controle positivo.



38

Tabela 4 - Concentracdes inibitdrias e letais minimas para bactérias dos extratos (T2C e
T4US) de farinha de bagaco de oliva.

Bactéria

Extrato T2C  Extrato T4US Cloranfenicol ~ Ampicilina

MiIC CLM MIC CLM MIC CLM MIC CLM

Gram positiva

Bacillus cereus 125 >500 500 >500 3.12 12.5 200 200
Bacillus subtilis 62.5 250 500 >500 6.25 50 100 200

Staphylococcus 62.5 500 250 >500 156 6.25 200 200
Aureus
Enterococcus 625 >500 500 >500 3.12 12.5 156 125
Fecalis

Gram negativa

Pseudomonas 250 >500 500 >500 3.12 12.5 50 200

aeruginosa
Shigella flexneri 625 500 500 >500 156 312 125 200

Protelas mirabilis 250 >500 250 >500 6.25 25 25 200

Escherichia coli 250 >500 500 >500 3.12 100 200 200
Shigella sonnei 125 >500 250 >500 156 @ 3.12 25 200
Salmonella 62.5 500 250 >500 3.12 200 200 200
typhimurium

Salmonella 125 500 250 >500 156 125 312 100

enteritidis



Klebsiella

pneumoniae

Morganella

morganii
Enterobacter

aerogenes

125

62.5

62.5

500

500

>500

250

250

125

>500

>500

>500

6.25

6.25

1.56

200

50

12,5

100

200

200

39

200

200

200

MIC 50: concentragdo inibitéria minima capaz de inibir 50% do crescimento do micro-organismo (ug mL™);

CLM: concentragdo letal minima (ng mL™); Cloranfenicol e Ampicilina: controles positivos.

Tabela 5 - Concentracdes inibitdrias e letais minimas para fungos dos extratos (T2C e T4US)

de farinha de bagaco de oliva.

Fungos

Candida albicans
Candida

dubliniensis
Candida glabrata
Candida krusei
Candida

parapsilosis

Candida

Tropicalis

Extrato T2C  Extrato T4US Fluconazol Nistatina

MIC CLM MIC CLM MIC CLM MIC CLM
500 >500 500 >500 25 100 50 100
500 >500 500 >500 3.12 12.5 50 100
500 >500 500 >500 3.12 200 50 100
500 >500 500 >500 25 200 125 50

500 >500 500 >500 156 25 1.56 100
250 >500 500 >500 50 200 100 200
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Cryptococcus 125 >500 250 >500 3.12 25 25 100
Gatti

Cryptococcus 125 >500 250 >500 3.12 125 25 100
neoformans

Saccharomyces 500 >500 500 >500 1.56 25 156 3.12
Cerevisiae

MIC 50: concentraco inibitéria minima capaz de inibir 50% do crescimento do micro-organismo (ug mL™);
CLM: concentragdo letal minima (ng mL™); Fluconazol e Nistatina: controles positivos.

O extrato TC2 (Tabela 4), mostrou atividade inibitoria para todas as bactérias, com
valores de 62.5 a 250 pg mL™ para concentragdo inibitéria minima (CIM), com bactérias
gram positivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Enterococcus fecalis (62.5 pg mL"
) e bactérias gram negativas: Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, Morganella
morganii e Enterobacter aerogenes (62.5 pg mL™). J4 para o extrato T4US os valores foram
de 125 a 500 pg mL™ para concentracdo inibitéria minima (CIM), na qual foi maior para
Enterobacter aerogenes (Gram -) com 125 ug mL™ e obteve uma atividade inibitéria menor
para bactérias gram positivas, como: Bacillus cereus, Bacillus subtilis e Enterococcus fecalis
(500 pug mL™) e bactérias gram negativas, como: Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri e
Escherichia coli (500 pg mL™). Os dois extratos mostraram uma boa atividade inibitoria
frente as cepas estudadas.

Resultados encontrados por Bohmer (2018) demonstra que o extrato do bagago de
azeitona apresentou atividade bacteriostatica frente a E. coli e S. aureus, com concentragdo
inibitéria minima de 1mg/mL™ para as duas bactérias, apresentando atividade inibitoria
minima menores do que as encontradas nesse estudo, comparado aos dois extratos, que
variaram de 62.5 a 500 pg mL™. Fleck et al. (2020), observou que para o extrato de bagaco de
uva e da casca do mirtilo frente as cepas. S aureus ATCC25923, B. cereus ATCC14579 e E.
coli ATCC2592, somente o extrato de mirtilo apresentou atividade antibacteriana contra B.
cereus, sendo ela de 150 UA/mL, comparado com os valores encontrados, T2C e T4US,
apresentaram atividade antimicrobiana frente as mesmas cepas. Friedman, Henika e Levin
(2013), verificaram propriedades inibitorias de bagaco de azeitona usando um ensaio

quantitativo de atividade bactericida contra patdgenos de origem alimentar como E. coli, L.
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monocytogenes, S. enterica e S. aureus, com valor de 0,008%. Essa atividade bactericida foi
avaliada usando o valor BA (50), definido como a porcentagem da amostra na mistura de
ensaio que resultou em uma diminuicdo de 50% nas unidades formadoras de col6nias.
Comparando com os extratos T2C e T4US para E. coli, S. aureus e Salmonella entérica
serovar typhimurium também apresentaram uma atividade antimicrobiana positiva.

Para atividade inibitdria fangica (Tabela 5), os valores dos extratos variaram de 125 a
500 pg mL™ (CIM) para T2C e 250 a 500 ug mL™ (CIM) para o extrato T4US.

O efeito antibacteriano e antifungico esta relacionado a composicdo dos compostos
bioativos dos extratos (BOEIRA, 2021). O grupamento hidroxila (-OH), esta diretamente
ligado aos compostos fenolicos, promovendo acdo inibitéria das bactérias, pois interagem
com a membrana presente nelas, provendo sua ruptura (BOHME, 2018), grupamento presente
no Hidroxitosol, composto que esta presente no bagaco de azeitona (SPERONI, 2019).

Mendes et al. (2020) relata que apesar de ndo haver na literatura uma concordancia
entre 0s pesquisadores quanto ao padrdo que deve ser estipulado para avaliacdo da
concentracdo ideal de um extrato na inibicdo microbiana, alguns autores determinaram em
seus trabalhos que valores de CIM devem ser definidos como inibicdo forte ou fraca
dependendo da concentracdo do extrato. Conforme Duarte et al. (2006), o extrato deve
apresentar concentragdo inibitéria minima de até 0,500 mg mL™ para ser considerado um
agente antimicrobiano eficiente, entre 0,600 a 1,50 mg mL™ para moderado, e acima de 1,60
mg mL™ para ser considerado um agente antimicrobiano fraco. Com base nesses valores,
tanto para o extrato TC2 quanto para o extrato T4US, pode-se dizer que podem ser

considerados agentes antimicrobianos eficientes.

6. 3 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES ATIVOS

De acordo com a tabela 6, para fendlicos totais, houve diferenca estatistica
significativa entre os biofilmes, sendo que o biofilme com extrato obtido pelo ultrassom a
80% apresentou 176,46 mg/g de amostra seca seguido do biofilme com extrato obtido pelo
convencional a 60% 144,17 mg/g de amostra seca. Pode-se notar que para atividade
antioxidante também houve diferenca significativa entre os tratamentos, coincidindo o maior
valor de atividade antioxidante para o biofilme com extrato obtido por ultrassom seguido do
biofilme com extrato convencional. Apesar de ter esse aumento positivo de compostos na
producdo dos biofilmes em relagcdo ao controle, pode-se notar que houve uma reducdo dos

valores em relacdo ao extrato (Tabela 2 e 3), essa perda de compostos pode estar relacionada
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ao processo de preparacdo dos biofilmes. Por vezes, dentro do mesmo tipo de subprodutos é
possivel observar variagdes composicionais e extensdo do processamento da matéria-prima
que podem ter impacto na sua atividade antioxidante e propriedades bioldgicas (BRITO,
2016).

Tabela 6 — Compostos fendlicos e atividade antioxidante (DPPH) dos biofilmes produzidos.

Biofilmes Fendlicos totais DPPH
mg/g de amostra umol TEAC/g
seca de amostra seca
Filme Controle 116,04 + 7,37c 2,83 +1,03c
FEC60% 144,17 +7,22b 64,16 + 1,53b
FEU80% 176,46 £ 4,42a 78,45 + 1,052

Os valores sdo expressos com media e desvio + DP (n = 3). a — ¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam
uma diferenca significativa (p<0,05).

Ja 0 aumento de fendlicos e atividade antioxidante do FEU80% para o FEC60% esta
relacionado ao tratamento utilizado para extracdo dos compostos no extrato. Para Soquetta
(2019), a extracdo convencional baseia-se no aquecimento e/ou agitacdo da matéria-prima
com solventes orgénicos. As extragbes ndo convencionais (extragcdo por ultrassom) séo
consideradas promissoras, podendo reduzir ou eliminar o uso de solventes organicos e
minimizar a degradacdo dos compostos de interesse. O ultrassom utiliza energia associada a
altas temperaturas e pressdes causadas pelo método destroem as paredes das células das
amostras, libertando facilmente os compostos (BRITO, 2016). Isso explica o aumento de
fendlicos e atividade antioxidante do FEU80% em relacdo a FEC60%.

Queiroz e Souza (2017), produziram uma embalagem bioativa de amido de mandioca
com adicdo de extrato de jameldo com glicerol em sua formulagdo e obtiveram valores de
299,79 mg/100g de fendlicos, apesar de apresentar um valor maior do que os biofilmes
produzidos, a porcentagem de extrato utilizada também foi maior (44,1%), em relacdo aos 5%
utilizados na formulagéo dos biofilmes (FEC60% e FEU80%).

Costa et al. (2020) realizaram a extracdo dos compostos fendlicos provenientes do
bagaco de oliva para aplicacdo como aditivo natural em biofilme ativo, mostrando que

aumentou em 38% a atividade antioxidante em seu biofilme.
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6.4 ESPESSURA, SOLUBILIDADE EM AGUA, UMIDADE E PERMEABILIDADE AO
VAPOR DE AGUA DOS BIOFILMES

Os resultados de espessura, solubilidade em agua, umidade e permeabilidade ao vapor
de &gua (WVP) para os filmes controle e com adi¢do de extrato de bagago de oliva, estdo

descritos na tabela 7.

Tabela 7 — Espessura, solubilidade em agua, umidade e permeabilidade ao vapor de 4gua

(PVA).
Espessura (mm)  Solubilidade em &gua ~ Umidade (%) PVA
Biofilmes (%) (g-mm/kPa-h-m2)
Filme Controle 0,040 £ 0,0005a 32,931 +1,7066c 12,650 +0,0301b 0,209 + 0,0202c
FEC60% 0,039 + 0,0003a 71,513 +0,6970a 13,314 +0,0547a 0,885 + 0,0385a
FEU80% 0,037 £ 0,0002a 45,834 +1,4829b  11,993+0,1789c 0,583 + 0,0426b

Os valores sdo expressos com meédia e desvio + DP (n = 4). a — ¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam
uma diferenca significativa (p<0,05).

6.4.1 Espessura

N&o houve diferenca estatistica na espessura dos filmes (Tabela 7), demonstrando que
a adicdo do extrato de bagaco de azeitona néo interferiu neste parametro. Sganzerla e Veek
(2018), no desenvolvimento e caracterizacdo de filmes biodegradaveis a base de amido de
pinhdo e pectina citrica, contendo farinha da casca de goiaba serrana, para as cinco
formulagcGes propostas em seu estudo, a espessura aumentou conforme a adigéo da farinha,
variando de 137mm a 188mm, espessura maiores do que as encontradas nos biofilmes
FEC60% (0,039 mm) e FEU80% (0,037 mm), cabe ressaltar aqui que a adicdo foi de extrato
do bagaco e néo de farinha.

No estudo de Costa et al. (2020), a espessura aumentou ap6s a adicdo do extrato do
bagaco de oliva no biofilme ativo, de 104 mm do filme controle (sem adi¢édo de extrato) para
0,106 mm, valores maiores do que a espessura dos filmes produzidos nesse estudo.

A espessura € um dos parametros que influencia nas propriedades dos filmes, por meio
dela avalia-se a homogeneidade e a uniformidade dos materiais. O controle da espessura dos
biofilmes & dificil, sobretudo nos processos de producdo do tipo casting, onde ocorre a

secagem por evaporacao do solvente. Quando se trabalha com solucdes filmogénicas viscosas,
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este controle torna-se mais dificil (SOBRAL, 1999), sendo o caso dos biofilmes produzidos
com glicerol. Essa relacdo de diferenca de espessura entre os filmes produzidos e a literatura,
pode estar relacionada com a forma que a farinha de bagaco de azeitona, ou demais farinhas,
sdo aplicadas no filme. A aplicacdo em forma de extrato proporciona maior uniformidade para
o biofilme produzido. A solugdo filmogénica por ser mais viscosa vertida em folhas de
transparéncia para impressora a laser pode ter ajudado na uniformidade dos filmes, ajudando
em sua repetibilidade, pois a forma como é disposto no recipiente para secar (figura 5) e

quantidade de solucdo utilizada podem interferir na espessura.

Figura 5 — Padronizacdo dos biofilmes.

Fonte: Autora.

Isso pode ser observado no estudo de Silva et al. (2015), nos quais obtiveram valores
de 0,0938 mm para filmes com 2% de quitosana em uma solucéo filmogénica de 55 ml e de

0,101 mm para a mesma proporcéao de quitosana, porém em 70 ml de solugéo.

6.4.2 Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua direciona a aplicacdo do biofilme como embalagem para
produtos alimenticios. Pode-se visualizar (Tabela 7), que todos os filmes diferiram
estatisticamente entre si, 0s biofilmes adicionados de extratos foram mais sollveis que o
controle, entretanto o biofilme elaborado com extrato obtido pelo método convencional foi o
mais soltvel, seguido pelo biofilme com extrato obtido pelo ultrassom, provavelmente a
sonificacdo do método tenha extraido algum composto que contribuiu para aumentar a

solubilidade do biofilme. De acordo com Fakhouri et al. (2007), a solubilidade em agua pode
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direcionar para qual produto o filme pode ser utilizado, por exemplo, em produtos
semiprontos que requerem cozimento no seu preparo a solubilizagdo do filme ¢é benéfica.

Em contrapartida, Crizel et al. (2018), estudaram a solubilidade do filme de quitosana
adicionados de microparticulas de bagaco de azeitona, em diferentes porcentagens (10%, 20%
e 30%), e perceberam que a solubilidade se manteve baixa (31,31%; 28,64 e 26,16%;
respectivamente).

Eca et al. (2015) elaboraram filmes de pectina (2g/100mL agua), glicerol (1,5 g/g de
pectina) e cloreto de calcio (0,005g/g de pectina) contendo extratos frutas (acerola, caju e
morango) (0,5g do total sélidos/g de pectina) com elevada solubilidade em agua: 65,3 + 1,5
utilizando extrato de acerola, 73,1 + 4,3, para extrato de caju e 70,5 £ 3,7 para extrato de

morango, compativeis com os resultados obtidos para FEC60%.

6.4.3 Umidade

A umidade obteve diferenca estatistica entre os tratamentos. Crizel et al. (2018), para
filmes produzidos com 10% de farinha de bagaco de oliva obteve 18,97% de umidade, valores
maiores do que o encontrado nesse estudo, essa diferenca pode ser explicada pela forma de
adicdo do bagaco de oliva (farinha e extrato) na producdo dos filmes. Dantas et al. (2015),
obteve valores que variaram de 10,93% a 19,69%. Para os filmes com adicdo de polpa de
acerola e manga apresentaram umidades inferiores as encontradas para o controle deles
(15,53%), valores de umidade ainda maiores do que os biofilmes de extrato de bagaco de
azeitona (FEC60% e FEU80%).

6.4.4 Permeabilidade ao vapor de dgua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) indica o qudo permeavel o filme é a
moléculas de agua. Os resultados da tabela 7 mostram que héa diferenca significativa entre
todos os tratamentos, o controle apresenta menor permeabilidade ao vapor de agua, seguido
pelo FEU80% e FEC60%, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por
Crizel et al., (2018) ao adicionarem farinha do bagaco de oliva em biofilmes de quitosana, a
medida que aumentavam a concentracdo de farinha, mais permeéavel era o biofilme ao vapor
de agua (a farinha pode causar irregularidade aos filmes). Albertos et al. (2017) produziram
filmes de gelatina adicionados de extratos de folhas de oliveira e obtiveram PVA semelhantes

ao encontrado neste estudo (0,73 a 1,68 g.mm/kPa.h.m2). O processo de transferéncia de
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vapor de agua depende das agdes simultdneas de solubilidade da agua e difusibilidade da
matriz polimérica. Zhong e Song (2011), neste estudo os biofilmes ndo reduziram a
solubilidade em agua porque os grupos (OH) ndo se ligaram a quitosana e gelatina da matriz
polimérica. Segundo Sanchez-Ganzalez (2010) pode ser também pela diferenca na fonte de

quitosana, grau de desacetilagcéo, peso molecular, entre outros.

6.5 ANGULO DE CONTATO

A técnica de determinagdo do angulo de contato ou angulo de molhabilidade
(hidrofobicidade ou hidrofilicidade) representa o valor em graus que uma determinada
substancia liquida forma com a superficie através da sua polaridade (FARIAS, LIMA e
CARVALHO, 2011). Para Vogler (1998), forcas atrativas de longo alcance sdo detectadas
apenas entre superficies que exibem um angulo de contato com agua 0>65° (superficies
hidrofébicas) e forgas repulsivas sdo detectadas entre superficies exibindo 6<65° (superficies

hidrofilicas). A figura 6 demonstra os valores do angulo de contato dos filmes.

Figura 6 — Valores do angulo de contato dos biofilmes ativos (FEC60% e FEU80%) e sem
extrato (padrdo).

s M PADRAO

o A EXTRATO 60%
9 EXTRATO 80%

90

Angulo de contato (%)

0 10 20 30 40 50 60

Tempo (segundos)



47

Observa-se que o angulo de contato da agua com a superficie dos filmes para os
biofilmes ativos (FEC60% e FEU80%) obtiveram valores menores do que o padrdo, mas
ainda sim mantiveram suas caracteristicas de superficies hidrofobicas, com angulo maior que
65°, isso quer dizer que ndo absorvem ou ndo se misturam com a agua.

Essa caracteristica hidrofobica dos filmes pode estar relacionada a sua composic¢ao. O
glicerol é uma substancia considerada higroscépica (absorve umidade), mas com a juncdo da
quitosana, devido as fortes interacdes intermoleculares através de ligacdes de hidrogénio e a
regularidade estrutural, apresenta insolubilidade em agua (ALVES, SILVA e BALABAN,
2007). Santos et al. (2021), em seu estudo avaliacdo e caracterizacdo de biofilme comestivel
de carboximetilcelulose contendo nanoparticulas de quitosana e circuma longa, relatam que a
presenca das nanoparticulas de quitosana e da clrcuma na matriz favoreceram o
preenchimento dos espacos vazios da cadeia polimérica carboximetilcelulose, diminuindo
assim a polaridade do filme, tornando-o menos permeavel a moléculas de &gua e
consequentemente, mais hidrofébicos. O filme contendo apenas a carboximetilceloluse obteve
angulo de 42,02° e o filme com nanoparticulas de gquitosana, sem a circuma, obteve 83; 94°,
Isso pode ser explicado para os biofilmes produzidos, pois o bagaco de azeitona tem
compostos como os lipidios (4cido oleico, acido palmitico e &cido linoleico) (TOMAS, 2018),
considerados hidrofébicos e compostos de carater hidrofilico, além da gelatina, que possui
afinidade com a agua. A quitosana pode estar preenchendo esses espacos dos compostos
presentes na composicdo do filme, considerados hidrofilicos, e mantendo a polaridade do

filme, fazendo com que o angulo de contato permaneca acima de 65°.

6.6 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO MEDIO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
(Figura 7), foi realizada para avaliar se ocorreram interagfes entre os grupos funcionais dos
materiais usados para a obtencdo do biofilme. Analisando o espectro de infravermelho da
quitosana com gelatina constata-se que o mesmo apresentou bandas de absorgdes na regido
entre 3400 cm™ referente as vibracdes de estiramento dos grupos OH e NH. Na regido em
torno de 2850 cm™ observam-se vibracdes de deformacéo axial referente a carbonos alifticos
C-N. Na regido de 3290 cm™, apresenta-se banda forte, larga, resultante da associacéo
polimérica das vibragdes de deformacdo axial do grupo O-H. Nas bandas 1632, 1537 e 1450

cm™, observa-se as vibracdes do tipo deformacdo axial e angular de aminas e amidas
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substituidas do grupo N-H e do grupo CH2 respectivamente. Nas regifes 1331, 1241, 1084
cm, é possivel identificar as vibracdes do tipo deformagéo axial e angular de carbonos

Figura 7 - Espectroscopia na regido do infravermelho medio com transformada de Fourier
(FTIR), para os filmes controle, FEC60% e FEU80%.
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aromaticos e alifaticos do grupo C-N e do grupo C-O de alcoois secundarios, referentes a
quitosana, resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por (CAMACHO et al., 2010
: ARAUJO et al., 2017). Na regido de 3290 cm™, apresenta-se banda forte, larga, resultante da
associacdo polimérica das vibragfes de deformacdo axial do grupo O-H. Nas bandas 1632,
1537 e 1450 cm™, observa se as vibracdes do tipo deformacéo axial e angular de aminas e
amidas substituidas do grupo N-H e do grupo CH2 respectivamente. Nas regides 1331, 1241,
1084 cm™, é possivel identificar as vibragdes do tipo deformacao axial e angular de carbonos
aromaticos e alifaticos do grupo C-N e do grupo C-O de alcoois secundarios, referente a
gelatina.

Analisando os espectros de FTIR dos filmes obtidos (Figura 7) de quitosana com
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gelatina, com os filmes adicionados de extratos, pode-se notar que ap0s a incorporacdo dos
extratos houve uma diminuic&o da banda na regido em torno de 2970 a 2850 cm™, vibragdes
de deformacdo axial referente a carbonos alifaticos C-N, e um aumento na intensidade de
todas as bandas, além disso pode ser observado na regido 3290, 1540 e 1410 cm™ um
deslocamento das bandas referente ao estiramento O-H e as bandas amina e amidas
respectivamente, o que possivelmente evidencia a interacdo entre o extrato e a matriz

polimérica.
6.7 PROPRIEDADES MECANICAS

Na tabela 8 estdo demonstrados os valores para resisténcia a tragdo e alongamento na
ruptura. Maiores valores de alongamento na ruptura indicam maior flexibilidade do filme
antes de ser rompido e a resisténcia a tracdo ¢ um indicador da rigidez do filme, em que

valores mais elevados indicam uma maior rigidez.

Tabela 8 — Resisténcia a tracdo (Mpa) e alongamento na ruptura (%)

Resisténcia a tracao Alongamento na ruptura

Biofilmes (Mpa) (%)
Controle 22,14 £+ 3,40a 8,42 + 3,83a
FEC60% 23,58 + 5,30a 4,19 +0,72b
FEU80% 22,52 +5,11a 4,04 +0,41b

Os valores sdo expressos com média e desvio £ DP (n=6).a—c
Letras diferentes na mesma coluna indicam uma diferenca significativa (p<0,05).

Para resisténcia a tracdo (Tabela 8) os filmes ndo obtiveram diferenca significativa
(p>0,05), variando entre 22,14 a 22,52 Mpa entre si. Para 0 alongamento na ruptura 0s
biofilmes diferiram estatisticamente do controle, mostrando menor alongamento (FEC60%
com 4,19%, FEU80% com 4,04%, e o controle 8,42%).

As propriedades mecénicas dependem fortemente de formulacdo (macromolécula,
solvente, plastificante, ajuste de pH) e do processo de obtencéo e o teor de plastificante pode
alterar as propriedades mecanicas, quando utilizados em menor quantidade, apresentam-se
quebradicos (MONTERREY e SOBRAL, 1999).

Para Crizel et al. (2018), os valores encontrados para resisténcia a tracdo e
alongamento na ruptura foram de 22,40 Mpa e 33,01%, respectivamente, para adi¢do de 10%

de farinha de bagaco de azeitona. Para resisténcia a tracdo os valores corroboram com o0s
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encontrados nesse estudo, mas para o alongamento na ruptura obteve-se valores menores que
os encontrados por eles, o que significa que os filmes sdo menos flexiveis.

No estudo de Diniz et al. (2011), para producéo de biofilmes de gelatina e quitosana
obtiveram 50 Mpa para resisténcia a tracdo e 2,8% para alongamento, sendo um filme de
maior rigidez do que os filmes FEC60% e FEU80% e apresentando uma menor flexibilidade.

Segundo Ampessan e Giarola (2016) apud Krochta, Mulder-Johnson (1999), os filmes
possuem propriedades mecanicas moderadas quando apresentam uma tensdo no ponto da
ruptura entre 10 e 100 MPa e uma deformacdo no ponto de ruptura entre 10 e 50%. Diante
disso pode-se inferir que os filmes produzidos sdo considerados moderados para resisténcia a

tracdo e fracos para alongamento na ruptura.

6.8 COR

Analisando a tabela 9, percebe-se que ocorreu uma diferenca estatistica entre 0s
tratamentos da cordenada L*. Pode-se observar também que ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos FEC60% e FEU80% para a mesma cordenada, enquanto a adi¢do do
extrato de bagaco de oliva diminui o valor da varidvel, tendo uma menor luminosidade ao
branco. Para cordenada a* o filme controle diferiu estatisticamente dos filmes ativos que
obtiveram resultados negativos — 1,02 (FEC60%) e -1,04 (FEU%), indicando que o extrato de
bagaco de oliva teve influéncia direta nesse parametro, pois indica a coloragdo verde. J& com
a juncao do extrato e a quitosana, os valores de b*, para os filmes ativos obtiveram diferenca
estatistica do controle, indicando uma tonalidade ao amarelo, devido ao extrato utilizado, e o
controle ao azul. Segundo Casariego et al. (2009), o valor de b * é o parametro que descreve a
cor dos filmes a base de quitosana, devido a cor amarelada natural da quitosana, e é a
coordenada cromaética que influencia a diferenca total da cor. Essa afirmacdo se contrapde aos
resultados obtidos, mas pode ser explicado devido a quantidade de quitosana utilizada e a
espessura do filme que foi de 0,040 para o filme controle.

Siqueira et al. (2020), verificou que os valores de AE aumentaram conforme a
quantidade de bagaco de oliva adicionados nos filmes, os valores encontrados foram de 24,23
+ 2,89 para o filme 1, com 0,15 g de bagaco de oliva, e de 30,42 £ 0,80 para o filme 2, com
0,30 g de bagaco de oliva.

Para Nascimento et al. (2013), na producéo de filmes com adigédo de 2% de quitosana
obtiveram cordenadas para L*, a* e b*, com os valores de 35,03; -3,40; 3,60;

respectivamente. Diferindo dos valores encontrados para o filme controle (Tabela 9).
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Para opacidade dos filmes, pardmetro importante, podemos observar que aumentou em
comparacdo ao controle. Isso se deve pela adicdo do extrato de bagaco de oliva, indicando
uma menor transparéncia no filme. Crizel et al. (2018), observou também o aumento de
opacidade com a adicdo de farinha de bagaco de oliva em seus filmes (3,51), resultado

parecido com os obtidos para FEC60% e 80%.

Tabela 9 — Cor e opacidade dos filmes controle, FEC60% e FEU80%.

Biofilmes  L*(D65) a*(D65) b*(D65) C*(D65) h(D65) Opacidade

Controle 90,79 £0,10a 0,47 £0,03a -3,46 +£0,20b 3,39 +0,21 277,73 +0,16a 2,34 £ 0,15¢C
FEC60% 88,02+0,19b -1,02+0,11b 4,12+0,81a 4,42+0,82 103,32 +0,89b 3,12 + 0,04b
FEU80% 87,99 +0,44b -1,04 £0,15b 4,37+112a 4,74+ 1,12 104,71 + 2,25b 3,94 + 0,07a

Os valores sdo expressos com média e desvio + DP (n = 9). a — ¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam
uma diferenca significativa (p<0,05).

6.9 DEGRADABILIDADE

A figura 8 mostra como as amostras foram depositadas sobre o solo. O teste foi
iniciado no dia 27 de junho de 2021, sendo acompanhado para avaliar 0 processo de

degradacéo dos filmes nos Gltimos meses, sendo definido como dia 0 o inicio do teste.
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Figura 8 — Teste de degradabilidade com as amostras expostas sobre o solo, controle (P1),
FEC60% e FEU80%. Inicio (dia 0); A) 2 dias; B) 4 dias; C) 6 dias; D) 10 dias; E) 15 dias; F)
20 dias; G) 30 dias; H) 40 dias; I) 50 dias.
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A incorporacdo de agentes ativos na matriz polimérica vem ganhando espaco em
pesquisas e desenvolvimento de embalagens, pois podem resultar em embalagens ativas. A
definicdo de embalagens ativas define que esse tipo de material interage com os alimentos,
corrigindo deficiéncias passivas e agindo de forma favoravel na preservacao e na qualidade
dos alimentos, podendo aumentar a sua vida de prateleira, mantendo a qualidade do produto
embalado e melhorando suas propriedades sensoriais (CARISSIMI, 2017).

Observa-se que ocorreu uma deterioracdo macroscopica nos filmes a partir do dia 15
(Figura 8E) até 50 dias (Figura8l). Segundo Santos (2020), pela adicdo periddica de agua,
provavelmente ocorre a perda de compostos sollveis, fazendo com que os filmes percam seu
aspecto inicial e integridade estrutural, demostrando claramente a sua degradabilidade, ao
final de 50 dias todos os filmes aparentam estar no mesmo nivel de degradacao.

Os polimeros naturais, chamados de agropolimeros, onde estdo incluidos os
polissacarideos, as proteinas e os lipideos podem ser utilizados na producdo de embalagens
biodegradaveis. Estes agropolimeros apresentam como vantagens a alta biodegradabilidade e
0 menor custo em relacdo aos polimeros sintéticos biodegradaveis (SCAPIM, 2009). Segundo
Innocentini-Mei e Mariani (2005), a degradacdo é um processo irreversivel que altera a
estrutura do material sendo causada por fatores abidticos como calor, umidade, agua, luz,
estresse mecanico e oxigénio.

No trabalho desenvolvido por Santos (2020), na biodegradabilidade de filmes
baseados em biopolimero e 6leo essencial de erva-doce, foi possivel observar a degradacao
dos filmes em 90 dias. Para Carissimi (2017), ap6s 15 dias ja foi possivel observar a
deterioracdo dos filmes produzidos a partir de mandioca e microalga verde. No Brasil ndo
existe uma norma para biodegradabilidade de matérias, porém, de acordo com os resultados
podemos considerar os biofilmes biodegradaveis, pois ao final de 50 dias sua deterioracéo foi

quase completa.

7. CONCLUSAO

O extrato de bagaco de oliva mostrou-se promissor na incorporacdo dos biofilmes
ativos, pois apresentou boa quantidade de fenolicos e 6tima atividade antioxidante, além da
sua atividade antimicrobiana para algumas bactérias e fungos. Os biofilmes produzidos
também apresentaram fendlicos e atividade antioxidante.

Os biofilmes ndo mostraram diferenca em relagdo a sua espessura, demonstrando que

a adicdo do extrato de bagaco de oliva ndo interferiu neste parametro, para o parametro



54

solubilidade, os filmes adicionados de extrato mostraram ser mais sollveis que o controle. O
biofilme elaborado com extrato obtido pelo método convencional foi 0 mais soltvel.

A medida do angulo de contato mostrou a natureza hidrofébica dos biofilmes com
extrato de bagaco de oliva. Para analise de cor, a coordenada a*, dos biofilmes ativos,
obtiveram resultados negativos, indicando que o extrato de bagaco de oliva teve influéncia
direta nesse parametro, indicando a coloragéo verde. E a opacidade foi ligeiramente maior do
que o controle. Os biofilmes elaborados podem ser considerados biodegradaveis, pois ao final
de 50 dias houve a degradacéo total.

Com base nas evidéncias acredita-se que a utilizagdo da farinha do bagaco de oliva,
possa contribuir para a sustentabilidade e redugdo do impacto ambiental, na medida em que
pode ser usada na forma de extrato como antioxidante na preparacao de biofilmes ativos como

embalagens alimenticias.
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